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略語表 
 
本論文中では、以下の略語を使用した。 
 
８－OHｄG    8-hydroxy - 2’ - deoxyguanosine 
 
DNA             deoxyribonucleic acid 
 
MNPCE           polychromatic erythrocytes with micronuclei 
 
MNRET           reticulocytes with micronuclei 
 
MT        metallothionein 
 
mRNA            messenger ribonucleic acid 
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第一章 緒言 
 メタロチオネイン（MT）は肝臓や腎臓をはじめ多くの組織に存在する分子量約
7000 の蛋白質である。本蛋白質は構成アミノ酸の約１/３をシステインが占めると
いう特徴的構造をもち、しかもこの分子中に豊富に存在するシステインは一つも
S-S 結合を形成していない。そのためメタロチオネインは重金属と高い親和性を有
しており、必須金属である亜鉛や銅の代謝調節や、有害金属であるカドミウムや
水銀の毒性軽減に関わっていると考えられている（Cherian et al., 1993）。さら
にメタロチオネインは抗酸化作用を有し、酸化的ストレスによる障害に対しても
防御的に働くことがわかっている（Sato et al., 1993）。また、重金属、コルチ
コイド、抗がん剤、サイトカイン投与および各種ストレスなど様々な要因によっ
てその合成が誘導されることから、メタロチオネインはストレス応答蛋白質とし
てもよく知られている（Sato et al., 1993; Kagi et al., 1991）。 
一方、メタロチオネインが放射線障害に対しても防御的に作用するとの報告が
ある。放射線照射による細胞障害は、細胞内に形成されるヒドロキシラジカルな
どの活性酸素によって引き起こされると考えられている。メタロチオネインは上
述のように抗酸化作用を有するが、その特徴的作用として、活性酸素の中でもヒ
ドロキシラジカルを特異的に消去することが知られており、動物実験によって、
亜鉛またはビスマスなどのメタロチオネイン合成誘導剤を予め投与することによ
って放射線照射による骨髄障害や発がんが抑制されることが判明している。しか
し、メタロチオネイン合成誘導剤投与によってこれらの放射線障害が軽減される
という事実だけでは、メタロチオネイン合成誘導剤それ自身の影響やメタロチオ
ネイン以外の要因の関与の可能性を否定することはできない。  
 メタロチオネインには、Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型の４種類の分子種が知られているが、
一般組織中には I型と II 型の２つの分子種が存在し、それぞれ活性酸素消去作用
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を有している。そこで本研究では、メタロチオネインの I型と II 型の発現を抑え
たメタロチオネイン欠損マウスを用いて、X線照射が引き起こす骨髄障害および発
がんとメタロチオネインとの関係について検討した。 
 
3 
 
第二章 放射線による骨髄障害に対するメタロチオネインの役割 
第一節 目的 
 放射線は、がん治療法の一つとして、単独、又は抗がん剤との併用により幅
広く利用されている。しかし、発熱性好中球減少症などの骨髄障害が副作用と
して現れることが継続的に放射線治療を行うえでの大きな妨げとなっている。
一方、放射線照射が引き起こす骨髄障害などがメタロチオネイン合成誘導剤剤
の前投与によって軽減されることが報告されている（Satoh et al., 1989; Miura 
et al., 1998）。そこで、このメタロチオネイン合成誘導剤が示す放射線障害軽
減作用が、実際にメタロチオネインの合成誘導によるものか否かをメタロチオ
ネイン欠損マウスを用いて検討した。 
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第二節  実験材料および実験方法 
１．実験材料 
試薬：Zinc sulfate, bismuth nitrate およびその他の試薬は和光純薬より購
入した。 
放射線照射：A LINCA ML-6MA  (Mitsubishi Electric） X 線発生装置を用いた。 
メタロチオネイン Ⅰ / Ⅱ欠損マウス（Michalska and Choo, 1993）：  
Choo らが作成したマウスを国立環境研究所から供与された。 
 
２．放射線照射 24 時間後におけるメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウ
スの白血球数の測定 
 メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスにそれぞれ 0.1, 0.5, 1, 3, 6  
Gy の X 線を全身照射し、24 時間後に末梢血を採種して Coulter counter によ 
り白血球数を測定した。 
 
３．放射線照射 24 時間後におけるメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウ
スの小核試験 
 メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスに 0.1 または 0.5 Gy の X 線 
を単回全身照射し、24 時間後に骨髄、及び末梢血を採取した。アクリジンオ 
レンジをあらかじめ塗布したスライドグラスに末梢血または骨髄細胞をのせ、 
カバーグラスで覆った。これを標本とし、波長 490 nm 付近の励起光、観察用フ 
ィルターとして 515 – 530 nm 以上の波長の光を透過するものを備えた蛍光顕微 
鏡を用いて(Hayashi et al., 1990)、骨髄中の多染性赤血球及び末梢血中の網 
状赤血球をそれぞれ 1000 個ずつ観察して、小核の発生率を測定した。有 
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●小核を有する赤血球の出現頻度は、下記の式から求めた。 
小核（％）＝小核を有する多染性赤血球細胞数 ／ 多染性赤血球細胞数 × 100 
小核（％）＝小核を有する網状赤血球細胞数 ／ 網状赤血球細胞数 × 100 
 
４．放射線照射後のメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスの白血球数
及び小核出現頻度に対するメタロチオネイン合成誘導剤の影響 
 メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスに、１日１回ずつ、２日間、
メタロチオネイン合成誘導剤として ZnSO４（100 μmol / kg）または Bi(NO3)3  
(50μmol / kg)を皮下投与し、最終投与の 24 時間後に X線 (0.5 Gy) を照射し
た。そしてその２４時間後に採血及び骨髄摘出を行い、白血球数測定及び小核
試験を行った。 
 
５．メタロチオネインの測定 
骨髄中のメタロチオネイン濃度は,MT -Ⅰ及び MT -Ⅱを特異的に認識する抗ラ
ット MT -Ⅰ抗体（ヒツジ）を用いて、放射免疫アッセイにより測定した（Tohyama 
and Shaikh, 1981)。 
 
尚、本研究は、NIH （National Institute of Health）の動物実験指針の精神
に基づいて、また、“学校法人北里研究所 北里大学 北里研究所メディカルセ
ンター病院バイオメディカル棟実験動物施設 利用規定および標準作業手順
書”に基づいて行った。 
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第三節 実験結果 
１．メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスの放射線に対する感受性 
  放射線による骨髄障害とメタロチオネインとの関係を検討するために、メタ
ロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスに放射線を照射して２４時間後の白
血球数を測定した。その結果、末梢血液中の白血球数は放射線照射によって顕
著に減少したが、0.1 から１ Gy の低照射量ではメタロチオネイン欠損マウスは
野生型マウスよりも著しい減少傾向を示した（Fig．1）。なお、3  Gy 以上の照
射では両マウス間に有意に差は認められなかった。 
 げっ歯類の骨髄における赤血球の生成過程において、最終分裂期に染色体異
常が誘発されると、その一部が小核を形成し、脱核の過程で細胞質内に取り残
され本来無核の赤血球中に小核が出現する。この発現率を測定するのが小核試
験であり、化学物質等の遺伝毒性の評価に一般的に用いられている。急性毒性
の指標とされる骨髄中小核含有多染性赤血球（MNPCE；骨髄の幼若赤血球中での
小核出現頻度）を測定したところ、0.1 および 0.5 Gy 照射群共に、メタロチオ
ネイン欠損マウスでは、野生型マウスに比べて有意に高い頻度で小核の出現が
観察された(Fig. 2)。 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Number of  Total  Leukocytes in the MT – I / II Null Mice and  Wild-type 
Mice at 24 hr after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4 mice.   # P<0.05.
* Significantly different from the corresponding untreated group (P<0.05).
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Fig.  2.  MNPCE Appearance in the MT – I / II  Null Mice and Wild-type Mice at 
24 hr after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4 mice. 
* Significantly different from the corresponding untreated group (P<0.05).   
# P<0.05.   
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 次に、慢性毒性の指標に用いられる末梢血中小核含有網状赤血球（MNRET；抹
消血の幼若赤血球中での小核出現頻度）を測定したところ、0.1 Gy の放射線照
射時には、両群間に有意な差は認められなかったが、0.5 Gy ではメタロチオネ
イン欠損マウスにおいて、野生型マウスに比べて有意に高い値が認められた
（Fig. 3）。  
 メタロチオネイン欠損マウスが放射線による白血球数減少のみならず染色体
異常に対しても高い感受性を示したことから、メタロチオネインは放射線障害
に対して防御的に作用すると考えることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. MNRET appearance in the MT – I / II null mice and 
wild-type mice at 24 hr after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4 mice. 
* Significantly different from the corresponding untreated group (P<0.05).   
# P<0.05.   
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２．メタロチオネイン合成誘導剤の投与がメタロチオネイン欠損マウス及び野
生型マウスにおける放射線障害に与える影響  
 マウスにメタロチオネイン合成誘導剤を前投与すると放射線による骨髄障害 
が軽減されるとの報告がある（Satoh et al., 1989; Miura et al., 1998）。し 
かし、この現象がメタロチオネイン合成誘導作用以外の理由によって引き起こ 
されている可能性も考えられる。そこで、メタロチオネイン欠損マウスにメタ 
ロチオネイン合成誘導剤を前投与した後に放射線を照射して、骨髄障害の発生 
頻度を調べた。 
 まず、メタロチオネイン合成誘導剤（亜鉛またはビスマス）をマウスに投与 
して、24 時間後の骨髄中のメタロチオネイン濃度を測定したところ、野生型マ 
ウスでは、ビスマスまたは亜鉛の投与による有意なメタロチオネイン濃度の上 
昇が確認されたが、メタロチオネイン欠損マウスではメタロチオネイン合成誘 
導剤を投与してもメタロチオネイン濃度は検出限界以下であった （Table 1）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1. MT concentrations in the bone marrow of  MT – I / II 
null  mice and wild-type mice treated with metal compounds
The values are the mean ±SD for 4 mice.
*  Significantly different from control (p < 0.05).
MT (ng / mg protein)
Treatments Wild-type mice               MT - Ⅰ / Ⅱnull mice 
Control 6.86 ± 1.34                    ＜ 0.2   
Bismuth Nitrate [Bi(NO3)3] 18.92 ± 3.53* ＜ 0.2
Zinc Sulfate [ZnSO4] 27.44 ± 6.98*                             ＜ 0.2
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 次に、メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスに予めメタロチオネイ
ン合成誘導剤を投与して24時間後に放射線照射を行った際の白血球数を測定し
た。その結果、野生型マウスでは放射線照射による白血球数の減少がメタロチ
オネイン合成誘導剤である亜鉛またはビスマスの前投与によって有意に改善さ
れたが、メタロチオネイン欠損マウスでは、改善効果が全く認められなかった
（Fig. 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The values represent the mean ± SD for 4 mice. 
* Significant difference from the corresponding control group (p < 0.05).  
# Significant difference between mice of a particular irradiation group (p < 0.05).  
MT = Metallothionein.
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同様に骨髄中の小核含有多染性赤血球（MNPCE；Fig. 5）および末梢血中の小核
含有網状赤血球(MNRET; Fig. 6)の出現率を検討したところ、野生型マウスでは、
放射線照射による骨髄中および末梢血中での小核の出現が亜鉛またはビスマス
の前投与によって有意に抑制されたが、メタロチオネイン欠損マウスでは、全
く改善効果が認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. Effect of pretreatment with metal compounds on polychromatic erythrocytes 
with micronuclei (MNPCE)  appeared in MT-I/II null mice and wild-type mice 24 h 
after X-irradiation. 
The values represent the mean ± SD for 4 mice.
*  Significant difference from the corresponding control group (p < 0.05). 
#  Significant difference between mice of a particular irradiation group (p < 0.05). 
MT =Metallothionein.
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Fig. 6. Effect of pretreatment with metal compounds on reticulocytes with micronuclei 
(MNRET) appeared in MT-I/II null mice and wild-type mice 24 h after X-irradiation. 
The values represent the mean ± SD for 4 mice. 
* Significant difference from the corresponding control group (p < 0.05). 
#  Significant difference between mice of a particular irradiation group (p < 0.05). 
MT = Metallothionein.
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第四節 考察 
 亜鉛やビスマスのようなメタロチオネイン合成誘導剤を予め動物に投与する
ことによって放射線障害が抑制できるとの報告がある（Satoh et al., 1989; 
Nakagawa et al., 1995; Itoh and Shimada, 1996; Miura et al., 1998）。し
かし、亜鉛やビスマスなどの金属はメタロチオネイン合成誘導以外の作用も示
すと考えられることから、これらの効果がメタロチオネインの合成誘導のみで
もたらされたものであるかどうかは明らかではない。このことを明らかにする
うえで、私は、メタロチオネイン欠損マウスが有用であると考えた。本研究に
よってメタロチオネイン欠損マウスが放射線に対して高い感受性を示すことが
明らかとなり、また、メタロチオネイン欠損マウスに亜鉛またはビスマスを投
与しても放射線障害が軽減されないことが判明した。これらの結果から、メタ
ロチオネインは放射線障害に対して防御的に作用する因子であり、亜鉛および
ビスマスはメタロチオネインを合成誘導することによって放射線障害を軽減す
ると考えられる。 
 臨床で行われる放射線療法による骨髄障害の程度は、その患者の状態、また
は治療内容によってさまざまであるが、患者ばかりではなく、病院で働く医療
従事者、又は放射線を扱う研究者にとっても放射線被曝は大きな問題と言える。 
メタロチオネインの生合成は、金属、グルココルチコイド、サイトカイン及び
さまざまなストレスなどによって誘導されることから（Shiraishi et al., 1986; 
Koropatnick et al., 1989; Shibuya et al., 1995; Cai et al., 1999; Miles 
et al., 2000; Coyle et al., 2002）、ヒトの骨髄中メタロチオネイン濃度には
大きな個体差がある可能性も考えられる。したがって、放射線治療による副作
用の発現頻度に個体差が認められる理由の一つに骨髄中メタロチオネイン濃度
が関わっているかも知れない。 
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第三章 放射線発癌に対する防御因子としてのメタロチオンの役割 
第一節 目的 
 放射線照射は、骨髄障害のみならずがん誘発作用も有していることから、臨
床上では、長期照射患者における副次的発がんも大きな問題である。放射線に
よる発がんは、骨髄障害と同様にヒドロキシラジカルなどの活性酸素産生の促
進によるものと考えられていることから、高いヒドロキシラジカル除去作用を
有するメタロチオネインが放射線発がんに対しても防御的に作用する可能性が
考えられる。そこで、メタロチオネイン欠損マウスを用いて、放射線発がんに
おけるメタロチオネインの役割を検討した。 
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第二節  実験材料および実験方法 
１．実験材料 
試薬：和光純薬より購入した。 
放射線照射：A LINCA ML-6MA （Mitsubishi Electric）X 線発生装置を用いた。 
メタロチオネイン Ⅰ / Ⅱ欠損マスス（Michalska and Choo,1993）： 
 Choo らが作成したマウスを国立環境研究所から供与された。 
 
２．放射線照射によるメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスおける胸
腺リンパ腫の発生頻度の検討  
 ８週令の雌のメタロチオネイン欠損マウスおよびその野生型マウスに放射線
（Ｘ線：0.1, 0.5, 1.0, 2.0 Gy）を 1週間に 1回ずつ 6週連続全身照射して、
その 19 週後に胸腺を摘出した。胸腺リンパ腫の発生を確認するために、摘出
した胸腺を 10 ％ホルマリン液で固定し、パラフィン包まいした。これを 
5 μm の厚さにスライスし、エマトキシリン-エオジンで染色したものを病理標
本として観察した。 
 
３．放射線照射がメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスの血清中及び
尿中８– OHdG レベルに与える影響 
 放射線による酸化的 DNA 損傷の指標として、血清および尿中 8-ヒドロキシデ
オキシグアノシン（8-OHdG）量を測定した。実験は、8週令の雌のメタロチオネ
イン欠損マウスおよび野生型マウスに放射線（Ｘ線：0.1, 0.5, 1.0, 2.0 Gy）
を１回全身照射し、その 24 時間後に血液並びに尿を採取して行った。尿は放射
線照射後 24 時間、代謝ケージを用いて採取した。血清及び尿中 8-OHdG の測定
は、ELISA kit (Japan Institute for the Control of Aging, Shizuoka, Japan)
によって行った。 
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第三節 実験結果 
１．放射線照射によるメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスおける胸
腺リンパ腫の発生頻度の検討 
 メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスにおける放射線照射による胸
腺リンパ腫の発生頻度を検討した結果を Table ２ に示した。野生型マウスでは、
1.5 Gy 及び 2 Gy の放射線照射によってそれぞれ 8 ％ 及び 27 % のマウスに
胸腺リンパ腫が発生した。一方、メタロチオネイン欠損マウスでは、同じ 1.5 Gy 
及び 2 Gy の放射線照射によってそれぞれ 60 % のマウスに胸腺リンパ腫の発
生が認められ、野生型マウスと比べて著しく高い発がん率を示すことが明らか
となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 2.  Incidence of  thymic lymphomas in MT - I / II null mice 
and wild-type mice after X-irradiation
X-ray
(Gy)
Tumor incidence
Wild-type mice MT – I / II null mice
a): %.
* Significantly different from wild-type mice treated with the same dose 
of X-ray  (P < 0.05) as determined by χ２ test.
0 0/12   (0)a) 0/15   (0)
1.0 0/10   (0) 0/10   (0)
1.5 1/12   (8) 9/15 (60)*
2.0 3/11 (27) 9/15 (60)*
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２．放射線照射がメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスの血清中およ
び尿中８–OHdG レベルに与える影響 
 放射線照射による酸化的ＤＮＡ損傷の指標として、放射線照射後のメタロチオ
ネイン欠損マウス及び野生型マウスの血清中および尿中の８–OHdG を測定した。
その結果、メタロチオネイン欠損マウスでは、野生型マウスに比べて、血清中
（Fig. 7）および尿中（Fig. 8）８–OHdG の濃度が顕著に上昇した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. 8-OHdG  Levels in the Serum of MT-I/II Null  Mice and  Wild-type 
Mice at 24 h after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4-5 mice. 
* Significantly different from the corresponding untreated group (P < 0.05).   
# P < 0.05.
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Fig. 8.  8-OHdG  levels in the Urine of MT – I / II Null  Mice and 
Wild-type  Mice at 24 h after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4-5 mice. 
* Significantly different from the corresponding untreated group (P < 0.05).   
# P<0.05.   
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第四節 考察 
 化学物質や金属によって引き起こされる発がんが、亜鉛及びビスマスのよう
なメタロチオネイン誘導金属の事前投与によって抑制されるとの報告がある
（Poswillo and Cohen, 1971; Duncan and Droesti, 1975; Waalkes et al., 1989; 
Satoh et al., 1993）。また、メタロチオネイン欠損マウスは、
7,12-dimethylbenz[a]anthracene （DMBA）（Zang et al., 1998; Suzuki et al., 
2003）、N-buthyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine （Kondo et al., 1999）、lead 
（Waalkes et al., 2004）や cisplatin （Waalkes et al., 2006） による発が
んに対して極めて感受性が高いとの報告もされている。このような研究結果か
らメタロチオネインは、化学物質発がんに対する予防因子の一つと考えること
ができる。さらに、Kagimoto et al （1991）は、メタロチオネイン合成誘導金
属の事前投与によって放射線照射による胸腺リンパ腫の発生が抑制されること
を確認している。本研究によって、メタロチオネン欠損マウスが放射線照射に
よる発がんに対して高い感受性を有していることが明らかとなった（Table ２)。
このことから、メタロチオネインは化学物質による発がんばかりではなく、放
射線発がんに対しても防御的に作用することが示唆された。メタロチオネンは
強い活性酸素除去作用を有することが知られている（Sato and Bremner, 1993; 
Cai et al., 1999）。本研究によって、メタロチオネン欠損マウスは野生型マウ
スに比べて放射線照射による酸化的ＤＮＡ損傷を受けやすいことが確認された
ことからメタロチオネンのもつ抗酸化作用が放射線発がんに対する防御的役割
を果たしているものと考えられる。 
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第四章 放射線照射が示す抗腫瘍効果に対する腫瘍組織中メタロチ
オネイン濃度の影響 
 
第一節 目的 
 第一章および第二章の結果から、メタロチオネインが放射線の毒性を軽減す
る作用を有することが明らかとなった。この事実から、腫瘍組織中のメタロチ
オネイン濃度が上昇すると、放射線照射による抗腫瘍効果が減弱する可能性が
考えられる。これまでに、メタロチオネイン濃度を高めた培養細胞が、放射線
抵抗性を示したとの報告もあるが(Bakka et al., 1982; Renan et al., 1989)、
一方で、腫瘍組織中メタロチオネイン濃度と放射線抵抗性との間に関連性が認
められないとの報告もある(Karina et al., 1990; Lohrer et al., 1989)。そ
こで、メタロチオネイン合成誘導剤によって野生型マウスの腫瘍組織中メタロ
チオネイン濃度を予め上昇させた際の放射線照射の抗腫瘍効果を検討した。 
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第二節  実験材料および実験方法 
１．実験材料 
試薬：和光純薬より購入した。 
放射線照射：A LINCA ML-6MA （Mitsubishi Electric）X 線発生装置を用いた。 
動物：7 週齢、雄、BALB / c、および CD2F1マウスを Japan SLC より購入した。 
腫瘍細胞：Meth-A 腫瘍細胞（北里大学医療衛生学部 熊沢義雄先生より提供を
受けた）を用いた。 
 
２．腫瘍組織中メタロチオネインの測定 
 メタロチオネイン濃度の測定は、水銀結合法（Kotosonis et al., 1977）の
改良法である永沼らの変法（Naganuma et al., 1987）によって行った。 
 
３．硫酸亜鉛投与が野生型マウスの腫瘍組織中メタロチオネイン濃度に与える
影響 
 Meth-A 腫瘍細胞(2 × 106 cells / mouse)を８週齢の野生型マウス（CD2F1）
の背部皮下に移植した。移植後５日目から、１日１回ずつ連続２日間、メタロ
チオネイン合成誘導剤である ZnSO4 (10 – 200 μmol / kg)を皮下投与した。そ
して、最終投与の 24 時間後に腫瘍中メタロチオネイン濃度を測定した。 
 
４．放射線の腫瘍縮小効果に対する ZnSO4前投与の影響 
 Meth-A 腫瘍細胞(2 × 106 cells / mouse)を８週齢の野生型マウス(CD2F1)の
背部皮下に移植した。移植後５日目から、１日１回ずつ連続２日間、メタロチ
オネイン合成誘導である ZnSO4 (10 – 200 μmol / kg)を皮下投与した。最終投
与 24 時間後にＸ-ray（5 – 10 Gy）を１回全身照射し、照射後７日目に腫瘍重
量を測定した。 
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第三節 実験結果 
１．硫酸亜鉛投与が担がん野生型マウスの腫瘍組織中メタロチオネイン濃度に
与える影響 
 ZnSO４ を担がん野生型マウスに皮下投与して、その２４時間後に腫瘍組織中
メタロチオネイン濃度を測定した (Fig. 9)。その結果、マウスに移植した腫瘍細
胞中のメタロチオネイン濃度は 50 μmol / kg 以上の ZnSO４の投与によって投与
量依存的に有意に増加した。なお、腫瘍組織中メタロチオネイン濃度の上昇度
は、ZnSO４を 50 μmol / kg 投与した際にはコントロールの約 1.5 倍、200 μmol 
/ kg の場合は約 2.5 倍であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  9.  The  Concentrations of  Tumor MT determined 24 hr after X-
irradiation at Various  Doses. 
The Values are the mean ±SD for 5 mice.
*Significantly different from control (P ＜0.005）. 
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２．放射線の腫瘍縮小効果に対する ZnSO４前投与の影響 
 このように ZnSO４投与によって、腫瘍組織中メタロチオネイン濃度が上昇した
担がんマウスに放射線（10 Gy）を照射して、腫瘍組織縮小効果を検討した。 
 その結果、放射線照射によって、ZnSO４無投与群では腫瘍重量が非放射線照射
群の約３０％にまで減少し抗腫瘍効果が認められたが、腫瘍組織中メタロチオ
ネイン濃度が増加する 50 μmol / kg 以上の ZnSO４を予め投与したマウスでは、
放射線による腫瘍縮小効果が ZnSO４の投与量依存的に有意に減少した  
（Fig. 10）。また、放射線の照射量を変動させたところ、担がんマウスの腫瘍
重量は放射線の照射量に応じて減少したが、どの放射線量においても ZnSO４（200 
μmol / kg）の前投与によって放射線の腫瘍縮小効果は有意に減少した（Fig. 11）。
なお、ZnSO４自体には腫瘍の増殖促進効果は認められなかった（データ示さず）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10.  Effect of  Pretreatment with Various Doses of  Zinc Sulfate on 
the Antitumor Activity of X – irradiation in Tumor – bearing Mice.
The values are the mean ± SD for 5 mice.
*Significantly different from X-ray alone (P< 0.005) 
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Fig. 11.  Effect of Pretreatment with Zinc Sulfate on the Antitumor Activity of 
Various Doses of X – radiation in Tumor – bearing  Mice.
The values are the mean ± SD for 5 mice.
*Significantly different from X ray alone (P < 0.005) 
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第四節 考察 
 腫瘍組織中のメタロチオネイン濃度が約 1.5 倍に増加しただけで、放射線に
よる腫瘍縮小効果が著しく減弱することが判明した。これまでに、制がん剤耐
性とメタロチオネインの関係について比較的良く検討されており、シスプラチ
ンに対して耐性を示す腫瘍細胞は、メタロチオネイン濃度が高い傾向があると
の報告(Kelley et al., 1988; Kasahara et al., 1991)や、メタロチオネイン濃度を
上昇させた腫瘍組織がシスプラチン、アドリアマイシンおよびアルキル化剤な
ど多くの制がん剤に対して耐性を示すとの報告もなされている（Imura et al., 
1992; Basu et al., 1990; Satoh et al., 1994; Okazaki et al., 1998）。し
たがって、「腫瘍組織中のメタロチオネイン濃度の上昇」は制がん剤や放射線を
用いた治療において、その効果を考えるうえで無視することのできない重要な
要因と考えられる。 
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第五章 放射線照射が腫瘍組織中メタロチオネイン濃度に与える影
響 
 
第一節 目的 
 第四章の実験結果から腫瘍組織中のメタロチオネイン濃度がほんの僅か上昇
しただけで放射線の抗腫瘍効果が抑制されることが判明した。これまでに、放
射線照射によっても肝臓や腎臓などでメタロチオネインが合成誘導されること
が確認されているが（Shiraishi et al., 1983; Shiraishi et al., 1986; 
Shiraishi et al., 1989; Koropatnick et al., 1989）、腫瘍組織中での合成誘
導については報告がない。そこで、放射線照射が腫瘍中のメタロチオネイン濃
度に与える影響を検討した。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27 
 
第二節  実験材料および実験方法 
１．実験材料 
放射線照射：A LINCA ML-6MA （Mitsubishi Electric）X 線発生装置を用いた。 
動物：7 週齢、雄、BALB / c、および CD2F1マウスを Japan SLC より購入した。 
腫瘍細胞：Meth-A 腫瘍細胞を用いた。 
 
２．腫瘍組織中メタロチオネイン濃度の測定 
 Meth-A 腫瘍細胞(2 × 106 cells / mouse)を８週齢の野生型マウス(CD2F1)の
背部皮下に移植し、以下のように処理した後に腫瘍組織中メタロチオネイン濃
度を水銀結合法により測定した。 
① 移植後 10 日に X線 （1 – 20 Gy）を１回全身照射し、その 24 時間後に
腫瘍組織中メタロチオネイン濃度を測定。 
② 移植後 10 日に 20 Gy の X 線単回全身照射を行い、照射後 3 日間に渡って
腫瘍組織中メタロチオネイン濃度を測定。 
③ 移植後 6 日目から 10 日目までの 5 日間に渡って、1 日 1 回、１，２，４，
Gy の X 線をそれぞれ全身照射し、最終照射 24 時間後に、腫瘍組織中メタ
ロチオネイン濃度を測定。 
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第三節 実験結果 
 X 線照射 24 時間後の腫瘍組織中メタロチオネイン濃度は 5 Gy 以上の照射に
よって、照射量依存的に増加し、20 Gy 照射群では、コントロールレベルの 3倍
までに達した（Fig. 12）。 
  20 Gy の X-線を単回照射した後の腫瘍組織内メタロチオネイン濃度を経時的
に測定したところ、、照射8時間後からメタロチオネイン濃度の増加が認められ、
48時間後にほぼ最高値に達し、コントロールレベルの約４倍になった(Fig. 13)。 
また、１、２、４ Gy の X 線を５日間１日１回連続して照射した場合には、4 Gy
の照射によって、有意なメタロチオネイン濃度の上昇が観察されたが、2 Gy 以
下の照射量では腫瘍中メタロチオネインの濃度に変化は認められなかった 
(Fig. 14)。なお、４ Gy 照射の場合には、腫瘍重量の減少が観察された（デー
タは示さず）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12.  The Concentrations  of  Tumor  MT determined  24 h after 
X – irradiation  at Various  Doses.
The values are  mean ± SD for 5 mice.
*, **Significantly different from control: *P <  0.01, **P < 0.001.
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Fig. 13.  The Concentrations of  Tumor MT at Various Times 
after X – irradition (20 Gy).
The values are  mean ± SD for 5 mice.
*, **Significantly different from control: *P <  0.01, **P<0.001.
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Fig. 14.  MT Contents in the Tumor of Mice Irradiated Repeatedly 
with Various Doses of  X – rays.
The values are  mean ± SD for 5 mice.
*Significantly different from control: P< 0.01.
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第四節 考察 
 放射線によるメタロチオネインの合成誘導は、ラットの場合、肝臓、腎臓、
及び胸腺で認められるが、脳、脾臓、肺及び心臓では確認されていない
(Shiraishi et al., 1983; Shiraishi et al., 1986; Shiraishi et al., 1989)。
マウスでは、放射線の全身照射によって肝臓中のメタロチオネイン mRNA の転写
が促進されたとの報告がある(Koropatnick et al., 1989)。また、培養細胞を
用いた実験でも、マウスの繊維芽細胞腫に放射線を照射することによって細胞
内メタロチオネイン濃度が増加することが確認されている(Eichholtz-Wirth et 
al., 1993)。 
 本研究において、Meth-A 腫瘍細胞を移植したマウスに放射線を全身照射する
ことによって、腫瘍組織中のメタロチオネイン濃度が有意に増加することが明
らかとなった。第四章において、メタロチオネイン濃度が約 1.5 倍以上に増加
した腫瘍組織が放射線に対して耐性を示すことが判明したことから、放射線照
射そのものによって放射線の腫瘍縮小効果が低下してしまう可能性も考えられ
る。 
 なお、腫瘍組織中のメタロチオネイン濃度が、シスプラチン、アドリアマイ
シンおよびアルキル化剤など多くの制がん剤によっても上昇するとの報告もあ
る（Okazaki et al., 1998）。また、メタロチオネインは様々な要因によってそ
の合成が誘導されるストレス応答蛋白質であり、コルチコイドやインドメタシ
ンなどの医薬品によっても誘導合成される（Kagi et al., 1988）。コルチコイ
ドは抗がん剤投与時におけるアレルギー反応および悪心・嘔吐を抑える目的で
頻繁に使用されている。また、最近のがん化学療法では緩和治療を併行して施
こす場合が多く、その際の初期投与薬剤としてインドメタシンなどの非ステロ
イド性消炎鎮痛剤が用いられている。放射線治療は化学療法と併用されること
が多いことから、放射線治療を受ける患者の腫瘍細胞中メタロチオネイン濃度
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がこれら薬物の投与によって既に高まっている可能性も十分考えられる。さら
に、第四章の考察で述べたように、メタロチオネイン濃度を高めた腫瘍細胞が
シスプラチン、アドリアマイシンおよびアルキル化剤などの抗がん剤に耐性を
示すとの報告もある (Imura et al., 1992; Basu et al., 1990; Satoh et al., 
1994; Okazaki et al., 1998)。したがって、放射線および制がん剤を用いるが
ん治療において、それらの抗腫瘍効果を最大限に発揮させるためには、腫瘍組
織中のメタロチオネイン濃度上昇を考慮した治療スケジュールの設定が重要で
あると思われる。 
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第六章 まとめ 
 放射線による細胞障害は、照射によって生じるスーパーオキシドラジカルやヒ
ドロキシルラジカルなどの活性酸素種によって引き起こされると考えられている。
生体内で産生した活性酸素は、スーパーオキシドディスムターゼなどの抗酸化酵
素やグルタチオンによって除去されるが、最近これらの因子に加えて、金属結合
蛋白質であるメタロチオネイン（MT）が比較的高い活性酸素消去作用を有するこ
とが報告され注目されている。一方、メタロチオネイン合成誘導剤を予めマウス
に投与することによって放射線照射が示す致死効果や骨髄障害が軽減されること
が判明しており、放射線障害に対してメタロチオネインが防御的に作用する可能
性が示唆されている。しかしながら、これらの研究結果だけではメタロチオネイ
ン誘導剤それ自身の影響やメタロチオネイン以外の要因の関与の可能性を否定す
ることができない。メタロチオネインは、一般組織中には主として I型と II 型の
２つの分子種が存在する。そこで本研究では、メタロチオネインの I型と II 型の
遺伝子を共に欠損させたメタロチオネイン欠損マウスを用いて、放射線照射が引
き起こす骨髄障害および発がんとメタロチオネインとの関係について検討した。 
 まず、放射線（Ｘ線）に対するメタロチオネイン欠損マウスの感受性を野生型
マウスと比較した。放射線による骨髄障害の指標として末梢血液中の白血球数を
測定したところ、両マウス共に放射線照射によって白血球数は顕著に減少したが、
メタロチオネイン欠損マウスは野生型マウスよりも著しい減少傾向を示した。同
様に、放射線照射による染色体異常の発現頻度を小核試験により検討したところ、
急性毒性の指標とされる骨髄中小核含有多染性赤血球数（骨髄の幼若赤血球中で
の小核出現頻度）および慢性毒性の指標に用いられる末梢血中小核含有網状赤血
球数（末消血の幼若赤血球中での小核出現頻度）は共に、メタロチオネイン欠損
マウスの方が野生型マウスに比べて有意に高い値を示した。メタロチオネイン欠
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損マウスが放射線による白血球数減少のみならず染色体異常に対しても高い感受
性を示したことから、メタロチオネインは放射線障害に対して防御的に作用する
と考えることができる。上述のように、マウスにメタロチオネイン合成誘導剤を
前投与すると放射線による骨髄障害が軽減されるとの報告があることから、次に、
メタロチオネイン欠損マウスにメタロチオネイン合成誘導剤（ビスマスまたは亜
鉛）を前投与した後に放射線を照射して、骨髄障害の発生頻度を調べた。なお、
野生型マウスでは、ビスマスまたは亜鉛の投与によって骨髄中のメタロチオネイ
ン濃度が有意に上昇したが、メタロチオネイン欠損マウスではビスマスまたは亜
鉛を投与してもメタロチオネイン濃度は検出限界以下であった。メタロチオネイ
ン欠損マウス及び野生型マウスに予めメタロチオネイン合成誘導剤を投与して 24
時間後に放射線照射を行い、その 24 時間後の白血球数を測定したところ、野生型
マウスでは放射線照射による白血球数の減少がメタロチオネイン合成誘導剤であ
る亜鉛またはビスマスの前投与によって有意に改善されたが、メタロチオネイン
欠損マウスでは、全く改善効果が認められなかった。同様に放射線照射後の骨髄
中小核含有多染性赤血球および末梢血中小核含有網状赤血球の出現率も、野生型
マウスでは亜鉛またはビスマスの前投与によって有意に低下したが、メタロチオ
ネイン欠損マウスでは、全く改善効果が認められなかった。これらの結果から、
メタロチオネインは放射線障害に対して防御的に作用する因子であり、亜鉛およ
びビスマスはメタロチオネインを合成誘導することによって放射線障害を軽減す
ると考えられる。 
 放射線照射は、骨髄障害のみならずがん誘発作用も有していることから、臨
床上では、長期照射患者における二次発がんも大きな問題である。そこで次に、
メタロチオネイン欠損マウスを用いて、放射線発がんにおけるメタロチオネイン
の役割を検討した。その結果、メタロチオネイン欠損マウスは野生型マウスに比
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べて放射線全身照射による胸腺リンパ腫の発生が高頻度に認められた。放射線照
射後の血清中および尿中の8-OHdG濃度を放射線による酸化的ＤＮＡ損傷の指標と
して測定したところ、メタロチオネイン欠損マウスでは、野生型マウスに比べて、
血清中および尿中の８–OHdG の濃度が顕著に高値を示した。このことから、メタロ
チオネインは放射線による遺伝子損傷を抑制する作用を有し、その結果として放
射線発がんの発症率を低下させている可能性が考えられる。 
 メタロチオネインが放射線障害を軽減する作用を有することが明らかとなった
が、このことは、腫瘍組織中のメタロチオネイン濃度が上昇すると放射線照射に
よる抗腫瘍効果が減弱される可能性を示唆している。そこで次に、Meth-A 腫瘍細
胞を皮下に移植した担がんマウスを用いて、腫瘍組織中メタロチオネイン濃度と
放射線照射の抗腫瘍効果との関係を検討した。その結果、腫瘍組織中のメタロチ
オネイン濃度が 1.5 倍程度に上昇しただけで放射線の抗腫瘍効果が有意に抑制さ
れることが判明した。メタロチオネイン濃度を上昇させた腫瘍組織がシスプラチ
ン、アドリアマイシンおよびペプロマイシンなど多くの制がん剤に対して耐性を
示すとの報告もなされていることから、腫瘍組織中のメタロチオネイン濃度の上
昇はがん治療法の効果を考えるうえで無視することのできない重要な要因と考え
られる。また、放射線照射によって肝臓や腎臓中でメタロチオネインの合成が誘
導されることが報告されていることから、Meth-A 腫瘍細胞を移植した担がんマウ
スに放射線を全身照射してメタロチオネイン濃度を測定したところ、腫瘍組織中
メタロチオネイン濃度が放射線照射によって有意に増加することが明らかとなっ
た。 
メタロチオネインは様々な要因によって合成誘導されるストレス応答蛋白質で
あり、腫瘍組織中濃度が、本研究で明らかとなった放射線のみならず、シスプラ
チン、アドリアマイシンおよびアルキル化剤など多くの制がん剤によっても上昇
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することが知られている。したがって、放射線を用いたがん治療においては、そ
の前後に施される化学療法の有無を考えた照射スケジュールの設定が必要と考え
られる。 
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